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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft eine Vorrichtung zur 
dreidimensionalen Untersuchung eines Objektes nach dem 
Oberbegriff des Anspruches 1. 

In der confocalen Mikroskopie wird das Objekt in an sich 
bekannter Weise durch eine Lochblende beleuchtet und der 
beleuchtete Punkt des Objektes wird mit einem Strahlungs- 
empfanger beobachtet, dessen lichtempfindliche Flache 
ebenso klein. ist wie der von der Beleuchtungsbiende er- 
zeugte Beleuchtungspunkt .(Minsky, M., US Patent 
3 013 467 und Minsky, M., Memoir on inventing the confo- 
cal scanning microscope, Scanning 10, p. 128-138). Confo- 
cale Mikroskopie hat gegenuber konventioneller den Vor- 
teil, daB sie Tiefenauflosung (Messung in z-Koordinate)"lie- 
fcrt und da8 wenig Streulicht bei der Bildaufnahme entsteht. 
Nur die im Focus befindliche Ebene des Objektes wird hell 
beleuchtet. Objektebenen oberhalb und unterhalb der Focus- 
ebene erhalten deutlich weniger Licht. Das Bild wird durch 
einen Scannvorgang aufgebaut. Es konnen einer oder meh- 
rere Punkte gleichzeitig beleuchtet und beobachtet werden. 

Drei Methoden fur den Scannvorgang sind bekannt: Spie- 
gelscannen, Nipkowscheibe und electropisches Scannen mit 
Matrixempfanger. Weitere Einzelheiten zum Stand der 
Technik beim Scannen mit Spiegel oder mit Nipkowscheibe 
linden sich zum Beispiel im Handbook of Biological Confo- 
cal Microscopy, Plenum Press, New York, London (Hrsg. 
James B. Pawley). 

Ein confocales Bildaufnahmesystem mit confocaler Be- 
leuchtung durch eine Lbchplatte und Bildscan durch Matrix- 
empfanger wurde erstmals in DE 40 35 799 vorgeschlagen. 
Dabei komnit ein Matrixempfanger zum Einsatz, dessen Pi- 
xel nur auf einem Teil (z. B. 30%) der dem Pixel zugeordne- 
ten Flache lichtempfindlich sind und auf der Beleuchtungs- 
seite wird typischerweise " eine Lochplatte eingesetzt, die 
ebenso viele Locher hat wie der Bildsensor lichtempfindli- 
che Pixel. Die Tlefeninformation ergibt sich durch Auf- 
.nahme mehrerer Bilder aus verschiedenen Focusebenen und 
Auswertung des Helligkeitsmaximums individuell fiir die 
verschiedenen Pixel im Computer. 

In der Drucksciirift DE 198 48 316 wird eine Anordnung 
geschildert, bei der typischerweise zugeordnet zu je vier 
Empfangerpixeln ein Beleuchtungsloch auf der Lochplatte 
vorgesehen ist und bei der unrnittelbar vor dem Matrixemp- 
fanger ein Prismenarray vorgesehen ist. Das Prismen array 
wirkt als strahlformendes Element, mit dem das Licht eines 
jeden Beleuchtungspunktes so aufgespalten wird, daB sich 
auBerhalb des Focus zwei halbmondformige Bilder ergeben. 
In der Druckschrift DE 196 51 667 Al ist eine Anordnung 
beschrieben, bei der ebenfalls typischerweise je vier Emp- 
fangerpixeln ein Beleuchtungsloch auf der Lochplatte zuge- 
ordnet ist und die unrnittelbar vor dem Empfangerarray ein 
Array anamorphotischer Linsen enthalt. Jedem- Beleuch- 
tungsloch ist eine Linse zugeordnet. Die anamorphotischen 
Linsen wirken hier ebenfalls als strahlformende Elemente, 
so daB sich im Focus eine kreisformiges und auBerhalb ein 
ovaies Bild des Beieuchtungspunktes ergibt. Bei den beiden 
letztgenannten Anordnungen wird die TLefeninformation 
durch Auswertung der Differenz der Lichtsignale benach- 
barter Pixel gewonnen. 

Die Anordnungen nach DE 40 35 799, DE 196 48 316 
und DE 19651 667 A 1 haben unter anderem den Vorteil, 
daB schr viclc HcfcnmcBpunktc gleichzeitig aufgenommen 
werden konnen und sie haben den Nachteil, daB keine Farb- 
bilder aufgenommen werden konnen. Die vorliegende Erfin- 
dung hat deshalb zur Aufgabe, einen Weg aufzuzeigen, wie 
untcr Einsatz verfugbarer, farbtauglicher Matrixempfanger 
confocal Bilder aufgenommen werden konnen. Diese Auf- 
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gabe stellt sich unter anderem in der Gentechnologie, der 
Krebsforschung und der Krebsvorsorgeuntersuchung 
(Screening). Dort gilt es, in kurzer Zeit viele Gewebszellen 
nach kleinen (z. B. 200 nm) fluoreszierenden oder angefarb- 
5 ten Stellen dreidimensional abzuscanrien. 

Die Erfindung sieht dazu vor, in Ebenen, die der Focus- 
ebene des Objektes optisch konjugiert sind, sowohl auf der 
Beleuchtungsseite als auch auf der Beobachtungsseite je 
eine Lochplatte anzuordnen und hinter der auf der Beobach- 
10 tungsseite befindlichen Lochplatte, also auBerhalb des Fo- 
cus, in geeignetem Abstand einen farbtauglichen Matrix- 
■ empfanger anzuordnen. 

Die Figuren zeigen beispielhaft mogliche praktische Aus- 
fuhrungen der Erfindung. 
15 Fig, 1 zeigt eine Gesamtanordnung einer Bildaufnahme- 
einrichtung nach der Erfindung. 

Fig, 2a, 2b und 2c zeigen eine kompakte Baugruppe mit 
zwei Lochplatten, Strahlteilerwiirfel und farbtauglichem 
Matrix-Strahlungsempfanger, die erfindunsgemaB verwen- 
20 det werden. 

Fig. 3a, 3b und 3c zeigen den Strahlengang im Strahlteil- 
erwurfel in verschiedenen Focuslagen. 

Fig. 4a und 5a zeigen zwei Ausfiihrungen von Farbzellen 
des Matrixempfangers. 
25 Fig. 4b und 5b zeigen die den Farbzellen zugeordneten 
spektralen LichtdurchlaBkurven der den Pixeln vorgelager- 
ten Lichtfilterelemente. 

Fig. 6 zeigt ein Beispiel fiir eine Anordnung des Matrix- 
empfangers (17) in geeignetem Abstand von der Ebene der 
30 confocalen Beobachtungsblenden. 

Fig. 7 zeigt die zu Fig. 6 gehorigen drei Sensorzellen des 
Matrixempfangers in Draufsicht. 

In Fig. 1 ist mit (11) eine Lichtquelle, z. B. eine Halogen- 
lampe, bezeichnet, die mit Hilfe des Kondensors (llk),.Lo- 
35 cher in einer Schicht beleuchtet. Eine derartige Schicht kann 
in bekannter Weise z. B. aus Chrom auf einer Glasplatte 
(12g) hergestellt werden. Die Locher sind in der Schicht ra- 
sterformig angeordnet. Zum Beispiel enthalt die Schicht 
256 ■ 256 Locher mit einem Abstand von 22 um iund mit ei- 
40 ner LochgroBe von z. B. 4 pm x 4 um. Die Locher sind also 
erheblich kleiner als ilir Abstand. Der Abstand der Locher 
bzw. Bereiche von Mitte zu Mitte wird als RastermaB be- 
zeichnet. 

Das durch die beleuchteten Locher in der Schicht er- 

45 zeugte Beleuchtungsraster liegt in der Beieuchtungsebene 
(120b). Diese wird durch die Linsen (13o, 13u) in die Focus- 
ebene (13f) abgebildet, so daB in letzterer das Objekt (14) 
mit rasterformig angeordneten Lichtpunkten beleuchtet 
wird. Bei nicht transparenten Objekten kann nur die Ober- 

50 flache (14o) beleuchtet werden, wahrend bei transparenten 
Objekten auch Schichten (14s) im Inneren mit den Licht- y 
punkten befeuchtet werden konnen. Die vom Objekt in der 
Focusebene (13f) reflektierten Lichtstrahlen werden von den 
Linsen (13u,- 13o) iiber einen Strahlteiler (16) in der Blen- - 

55 denebene (121b) focussiert. 

Der vorerwahnte Strahlteiler (16) ist fur Auflichtanwen- 
dungen als halbdurchlassiger Spiegel ausgefuhrt. Fur Fiuo- 
reszenzanwendungen wird in an sich bekannter Weise ein 
dichroitischer Spiegel eingesetzt. 

60 Das Objekt (14) kann durch eine Verstellvorrichtung (15) 
in alien 3 Raumrichtungen bewegt werden, so daB verschie- 
dene Schichten (14s) des Objektes (14) abgescannt werden 
konnen. Dabei kann die Bcwcgung in x- und y-Richtung 
kleiner gewahlt werden als das RastermaB der Lichtpunkte.- 

65 Selbstverstandlich kann die Bewegung des Objektes (14) in 
z-Richtung auch durch Verschieben der Linsen (13o, 13u) in 
Richtung der optischen Achse (10) erreicht werden und 
ebenso konnen anstelle der Bewegung des Objektes in x- 
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und y-Richtung auch die Schicht mit den Lochern und das 
Empfangerarray (17) entsprechend bewegt werden. 

Die Signale des Empfangerarrays (17) werden tiber die 
Verbindungsleitung (17v) in einen Computer (18) ubertra- 
gen, der in bekannter Weise die Auswertung ubernimrnt und 5 
auf einem Bildschirm (18b) die Ergebnisse der Auswertung 
z. B. in Form von graphischen Darstellungen wiedergibt. 
Der Computer (18) kann auch uber die Verbindungsleitung 
(18v) die Verschiebung derFocusebene (13f) im Objekt und 
das Scannen in x- und y- Richtung steuern. Diese Steuerung 10 
kann im Computer als festes Programm vorliegen oder ab- 
hiingig von den Ergebnissen der Auswertung erfolgen. 

Fig. 2a zeigt, wie die erfindungsgemaB vorgesehenen 
zwei Lochplatten (120), (121) und der Matrixempfanger 
(17) zusammen mit dem Strahlteilerwiirfel (20) in einer 15 
kompakten Baugruppc angeordnet werden konnen. Im dar- 
gestellten Beispiel sind die Lochplattenmuster direkt auf 
Oberflachen des Strahkeilerwurfels aufgebracht. Die Teiler- 
schicht (16) im Strahlteiler kann einen fiir alle Lichtwellen- 
langen gleichartigen Tellerfaktor von z. B. 50% haben, oder 20 
sie kann z. B. fiir Fluoreszenzanwendungen als dichroi- 
tische Schicht ausgebildet sein. 

Fig. 2b zeigt den Strahlteilerwiirfel .aus der Ansicht B, 
gibt also, das Lochplattenmuster der Beleuchtungsebene 
wieder. Es versteht sich, daB in Wirklichkeit sehr viel mehr 25 
Locher vorhanden sind. als das im Beispiel wiedergegebene 
Raster von 6 • 6 Lochern. Typischerweise werden z. B. 
512 ■ 512 Locher zum Einsatz kommen. In der Praxis wird 
das Lochmuster der Matrix der Strahlungsempfanger auf 
dem zum' Einsatz kommenden Empfanger angepaBt. 30 

Fig. 2c zeigt den Strahlteilerwiirfel aus der Ansicht C, 
wobei der Matrixempfanger selbst hier weggelassen worden 
ist, so daB das Lochplattenmuster der Beobachtungsebene 
sichtbar ist. Es ist mit dem gleichen RastermaB und der glei- 
chen Lochanzahl ausgefuhrt wie das Lochplattenmuster der 35 
Beleuchtungsseite. So ergibt sich fiir jeden der parallel ver- 
laufenden Strahiengange ein confocaler Strahlengang. Es 
werden also z. B. 512 • 512 = 262144 Bildpunkte gleichzei- 
tig farbig und confocal erfaBt. Diese parallele Anordnung 
von sehr vielen Strahlengangen erlaubt die rasche Erfassung 40 
groBer Probenvolumina. So gelingt es zum Beispiel, in kur- 
zer Zeit viele krebsverdachtige Zellen, deren Gene spezi- 
fisch mit Markem versehen sind, auf das Vorhandensein 
oder nicht Vorhandensein der Marker in den individuellen 
Zellen zu untersuchen. 45 

Verfahren zur spezifischen Markierung von Krebsgenen 
sind in jiingster Zeit entwickelt worden. Siehe dazu z. B. die 
Habilitationsschrift "Spektrale Kariotypisierung und ver- 
gleichende genomische Hybridisierung - neue Methoden 
zur umfassenden Analyse chromosomaler Aberrationen in 50 
der klinischgenetischen Diagnostik und der Tumorgenetik" 
von E. Schrock, Hurnboldt-Universitat, Berlin. 

Fig. 3a, b und c veranschaulichen den confocalen Effekt. 
In Fig. 3a ist der Strahlengang im Strahlteilerwurfel fur ei- 
nen der parallelen Strahiengange wiedergegeben, wobei an- 55 
genommen ist, daB der zugehorige Objektpunkt sich im Fo- 
cus befindet. Samtliches von der Beleuchtungsebene (120b) 
ausgehende und von dem Objektpunkt zuruckgesandte Licht . 
tritt durch das zugehorige Loch in der Beobachtungsebene 
(121b) hindurch. Der hier nicht eingezeichnete, links von 60 
der Ebene (121) befindliche Sensor erhalt also- fur dieses . 
Bildelement viel Licht. 

In Fig. 3b ist ebcnfalls der Strahlengang im Strahlteiler- 
wiirfel fiir einen der parallelen Strahiengange wiedergege- 
ben, wobei hier angenommen ist, daB der zugehorige Ob- 65 
jektpunkt sich auBerhalb des Focus befindet. Nur ein Teil 
des. von der Beleuchtungsebene (120b) ausgehenden und 
von dem Objektpunkt zuruckgesan'dten Lichtes kann durch . 



das zugehorige Loch in der Beobachtungsebene (121b) hin- 
durchtreten. Das Bild des Objektpunktes, das in der Ebene 
(121) entsteht, ist links davon schematisch wiedergegeben. 
Der schraffierte Bereich veranschau licht, welcher Lichtan- 
teil abgedunkelt wird. Der hier nicht eingezeichnete, links 
von der Ebene (121) befindlich Sensor erhalt also fiir dieses 
Bildelement weniger Licht als es im Focus der Fall ware. 

Wahrend in Fig. 3b angenommen ist, daB der Objekt- 
punkt naher am Objektiv liegt als der Focuslage entspricht, 
ist fiir Fig. 3c angenommen, daB der Objektpunkt weiter 
weg vom Objektiv liegt als die Focusebene. Die abblen- 
dende Wirkung ist, wie links im Bild dargestellt, die gleiche 
wie bei der Ablage entsprechend Fig. 3b. 

. Fig. 4a zeigt eine Sensorzelle (17a), der vier verschiedene 
und unabhangig voneinander auslesbare lichtempfindUche 
Bereiche des Matrixempfangers zugeordnet sind und dcnen 
je ein Lichtfilter A, B, C, D vorgelagert ist. Die Lichtfilter A, 
B, C, D haben unterschiedliche spektrale LichtdurchlaBkur- 
ven, die in Fig. 4b wiedergegeben sind. 

Fig. 5a zeigt eine anderc Ausfuhrung der Sensorzelle 
(17a), der wiederum vier verschiedene und unabhangig von- 
einander auslesbare lichtempfindliche Bereiche des Matrix- 
empfangers , zugeordnet sind. Die hier wiedergegebene 
Lichtfilteranordnung ist dem Datenblatt des Matrixempfan- - 
gers ICX084AK des Herstellers Sony entnommen. Dabei 
haben die mit Gb und Or bezeichneten Teilflachen eine 
spektrale Empfangercharakteristik, die in Fig. 5b mit G be- 
zeichnet ist. Gb und Gr gehoren jedoch zu verschiedenen 
Zeilen des Matrixempfangers. Die mit B (blau) und R (rot) 
bezeichneten lichtempfindlichen Bereiche des Matrixemp- 
fangers haben die zugehorigen in Fig. 5b dargestellten 
DurchlaBkurven B und R. 

Fig. 6 veranschaulicht, in welchem Abstand der Matrix- 
empfanger zweckmaBigerweise hinter dem empfangerseiti- 
gen Lochmuster angeordnet werden kann. Dieser Abstand 
hangt vom Aperturwinkel a der Abbildungsoptik und dem 
Lochabstand auf den Lochplatten ab. In einer zweckmaBi- 
gen Ausfuhrung der Erflndung wird - wie erwahnt - als 
Lochabstand auf den Lochplatten das gleiche MaB gewahit, 
wie der Abstand der Empfangerzellen auf dem zum Einsatz 
kommenden Matrix array. Damit nun zur Farbaufnahme fiir 
jeden beleuchteten Probenort eine vollstandige Farbauswer- 
tung moglich wird, muB das Licht, das durch das zugehorige 
Beobachtungsloch hindurchtritt, auf alle Teilflachen der 
Sensorzelle verteilt werden. Die divergierenden Linien (22a, 
22b) veranschaulichen, daB sich das Licht links von der 
Lochplattenebene (121b) auf eine mit dem Abstand groBer 
werdende Flache verteilt. ErfindungsgemaB ist es zweckma- 
Big, den Matrixempfanger in einem sole hen Abstand s von 
der Lochplattenebene (121b) anzuordnen, daB seine Emp- 
fangerebene (17b) mit den Schnittpunkten der divergieren- 
den Rands trahlen (22a, 22b) benachbarter Locher zusam- 
menfallt. So werden die Empfangerzellen voll ausgeleuchtet 
und die Farbcharakteristik der Probenpunkte kann vollstan- 
dig erfaBt werden. 

Zur weiteren Veranschaulichung ist in Fig. 7 der zur An- 
ordnung nach Fig. 6 gehorige Teil des Farbempfangerarrays 
(17) wiedergegeben (Ansicht um 90 Grad gedreht). 

Dia Anordnung ist nicht auf den Einsatz von farbtuchti- 
gen Matrixsensoren beschrankt. Ansteile der vier verschie- 
dene Spektralbereiche erfassenden Zellen konnen auch ein- 
zelne, entsprechend groBere Pixel eines schwarz-weiB emp- 
findlichen Matrixsensors eingesctzt werden, die auf ihrer 
ganzen Oberflache lie h temp findlich sind. In solcher Ausfuh- 
rung dient die Erfindung einer confocalen Bildaufnahme mit 
Matrixsensoren; deren Pixel auf der gesamten ihnen zuge- 
ordncten Flache lichtempfindlich sind. 

Es ist auch nicht erforderlich, obgleich zweckmaBig, daB 
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das RastermaB der zum Einsatz kommenden Matrixsensoren 
gleich oder ein ganzzahiiges Vielfaches des RastermaBes 
der Lochplatten ist. Die confocale Wirkung entsteht durch 
die beiden Lochplatten. Deshalb darf das RastermaB der 
Matrixsensoren im Prinzip beliebig vom RastermaB der 
Lochplatten abweichen. Allerdings konnen sich dann Ef- 
fekte des Aliasing und andere Bildartefakte ergeben, die un- 
ter Umstanden storend sein konnen. 

Bezugszeicheniiste 

10 optische Achse 

11 Lichtquelle 
llf Filter 
Ilk Kondensor 
121 Locher 
12s Schicht 
13f Focusebene 
13m Mittenstrahl 
13t Telezcntrieblende 
13o, 13u Linsen 

14 Objekt 
14o Oberflache 
14s Schicht 

15 Verstellvorrichtung 

16 Stranlteiler 

17 Farbbildsensor 
17a Sensorzelle 
17b Farbempfangerebene 
17v Verbindungsleitung 

18 Computer 
18b Bildschirm 
18v Verbindungsleitung 
20 Strahlteilerwurfel 
22a, 22b divergierende Linien 
82 Bild des.Objektpunktes, 

120 Lochplatte auf der Beleuchtungsseite 
120b Ebene der confocalen Beleuchtungsblenden 

121 Lochplatte auf der Beobachtungsseite 
121b Ebene der confocalen Beobachtungsblenden 
s Abstand zwischen Lochplatte und Farbempfangerarray 
a Aperturwinkel der Abbildungsoptik 
A, B, C, D Lichtfilter 
Gr, Gb Lichtfilter fur griin 
B Lichtfilter fiir blau 
R Lichtfilter fiir rot 

T Transmissionsverlauf des Lichtfilters 
X Lichtwellenlange 
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(120, 121) in einer Focusebene angebracht und daft 
hinter der Lochplatte (121) auf der Beobachtungsseite 
ein Matrixsensor (17) zur Bildaufnahme hinter der Fo- 
cusebene angeordnet ist. 

2. Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Lochplatten (120, 121) ebenso viele 
Locher enthalten, wie der Bildsensor (17) Sensorzellen 
(17a) oder da£ die Anzahl der Sensorzellen ein ganz- 
zahiiges Vielfaches der Anzahl der Locher ist. . 

3. Vorrichtung nach Anspruch 1 und 2, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Sensorzellen (17a) Farbinforma- 
tion aufnehmen konnen. 

4. Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der Matrixempfanger (17) in einem sol- 
cheri Abstand von der beleuchtu'ngsseitigen Lochplatte 
angeordnet sind, daB das unscharfe Bild der Bcleuch- 
tungspunkte jeweils eine Sensorzelle (17a) ausleuchtet. 
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Paten tanspriiche 50 

1. Vorrichtung zur dreidimensionalen Untersuchung 
eines Objektes, 

- mit einem in einer Beleuchtungsebene ange- 
brachten Beleuchtungsraster (120), das eine Viel- 55 
zahl Leuchtpunkte erzeugt, 

- mit einem oder mehreren optischen Elementen 
(13o, 13u), die das Beleuchtungsraster in eine Fo- 
cusebene am Ort des zu messenden Objektes (14) 
und das von dort abgestrahlte Licht in eine Beob- 60 
achtungsebene abbilden, 

- und mit einem Empfangerarray (17) mit licht- 
cmpfindlichcn Bcrcichen, das das von den- opti- 
schen Elementen (13o, 13u) iibertragene und im 
oder am Objekt reflektierte oder durch Fluores- 65 
zenz emittierte Licht regis triert, 

dadurch gekennzeichnet daB auf der Beleuchtungs- . 
seite und auf der Beobachtungsseite je eine Lochplatte 
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